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ァ ポ ト シ ス (apoptosis) は発生過程や生体内の 腸管精膜上皮に おけ る生理 的細胞死 の 形態 と して1972年 ･ K
errら に よ
り初め て 命名 され た概念 で ある . ア ポ ト シ ス は , 病的細胞死である壊死 に 比
べ
, よ り生理 的で あ ると 言わ れ て い る の で , こ
の 観点か ら悪性腫瘍の 治療 で ア ポ ト シ ス を検討す る こ と は臨床上有用 と考え られ た ･ 本論文 に お い て は , ヒ ト悪性神経膠腰
細胞株 で ある U251 M G と U373M Gを対象と して , 抗癌剤刺激 に cis
-dia m minedichlo roplatin u m(C D D P) を使用 し ･ 光顕 的,
電顕的検索 な ら び に D N Aの 電気泳動 を行い , 細胞死 形態 と D N Aの 損傷を 観察する とと もに ･ ア ポ ト
シ ス 誘発の 可能性 に
っ い て 考察 した . C D D Pの 濃度は 0.5p g/rnl, 5p g/ml, お よび 50pg/ml で反応 させ ′ 0 ･
.24･ 48, 72 お よび96時間後 の 培養細
胞 を兢察 した . そ の 結 軋 C D D P を 5pg/ml お よび 50pg/mlで 4時間反応 させ た直後 に は細胞質突起 で ある徴絨毛の 減少 と粒
面小胞体の 膨化 を認 めた . 一 部の 細胞に は粗面小胞体か ら リ ボ ゾ
ー ム が 脱落するもの もみ られ た ･ 48時 間後 に は ∴縮小 した 円
形 な い し楕円形を 呈 した 細胞が出現 した . 72時間後に は核お よ び細胞自体も円形を 呈 し , 染色質は核膜 周辺 に 三 日月状な い し
は 半月状に 濃縮 し , 細胞質内は小型や膨化 した小胸体と リ ボ ゾ
ー ム で満た されて い る細胞が認め られ た ･ 核 お よ び細胞自体が
大小の 隆起を形成 し, 断片化を 生 じ, ア ポ ト シ ス 小体 に 分か れ る 直前の もの も認め られた ･ 以上 の 過 程 で ア ポ ト
ー シ ス 小体
に 至る ま で ∴細胞膜は十分保た れ て い た . DN Aの 電気泳動で は , 電顕的に ア ポ ト シ ス を認 め た7 2時間後か ら D N Aの 断片化
が始ま り96時間後 に ほ さ ら に 断片化は進行 した ･ 以上 よ り , ヒ ト悪性神経膠腫細胞株 で C D D P を作用 させ る こ と に よ り ア ポ
ト シ ス を誘発す る こ と が可 能 で あ っ た . こ の こ とほ 悪性神経膠腫に お い て生理的 な細胞死 の プ ロ グ ラ ム は 保持 され て い る こ
とを 示 すもの と考 え られ た .
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悪性神経膠腫は , 外科的治療の み で ほ完全治癒 が期待 で きな
い 悪性腫瘍 で ある . こ の 度瘍 に 対 して は 手術に 加え て 放射線治
療 , 化学療法 , 免疫学的療法 を含 む集学的治療が行 わ れ て い
る
= が , そ の 長期的治療成綴は極め て 悪い の が現状 で あ る . 中
で も最も悪性度 の 高 い 多形性神経膠芽鹿の 平均生存期間に つ い
て ほ , ほ ぼ8.7～ 20.9ヶ 月 で あ り, 治療 5年生存率 は1 0% 以下
で あ る
2 ト5)
. 今日 用 い られ る化学療法剤の 一 つ Cis-dia mmin edic-
hloroplatin u m(C D D P) は D X Aに 対 して 架橋結合 を作 る こ と に
ょ り D N Aの 合成障害を引き起 こ し肉腫細胞株や白血病細胞株
に 対 して 抗腫瘍効果 を示 すが
… )
, 現 在 ま で に 頭 蓋内腫瘍 で は
胚細胞脛1
0)や 再発性 の 悪性神経膠腫に 有効 とす る報告
11)が ある.
最近 , C D D P は白血 病の 細胞株 に 対 して ア ポ ト
ー シ ス を引き起
こす こ とが1990年に Sor e n s o nら
12 卜 t 4一に よ り報告 され 注目 され
て い る .
ア ポ ト ー シ ス (apopto sis) は発生過程や生体内の 腸管粘膜上
皮 に おけ る生理 的細胞死と して1972年 , Kerrら
15)に よ り命名 さ
れ た もの で あ る . ア ポ ト ー シ ス は , オ タ マ ジ ャ ク シ の 尾部
16)や
昆 虫の 変態17), 口 蓋形成や 指間細胞 な どの 胚発生過程 に 認 め る
もの ㈲
g)や , 成熟個体 に お い て 肝臓20)や 小腸粘膜上皮
21)な ど に お
い て み られ る よう な 一 定の 細胞数 を保 つ た め に 細胞増殖 に 対 し
て お こ る細胞死 な どで ある . 近年 ほ リ ン パ 系細胸 な どが コ ル チ
コ イ ド
22-
や 放射線23)に 反 応 して 細胞 死 を お こ す機構は ア ポ ト
ー
シ ス に よ る と言 われ , 癌細胞 の 化学療法や放射線治療 な どとの
関連 で注 目 され て い る . 本研究 に お い て は ヒ ト 悪性神経膠腰細
胞株を 用 い て , C D D Pに よ る ア ポ ト ー シ ス 誘発の 可 能性に つ い




ヒ ト 悪性神経膠腫由来細胞株 で ある U 251M Gと U 373 M G を
用い た . 培養液 は Ro s w ell Park Mo m o rial Institute M edia1640
(RPMI 1 640)(日水製薬 , 東京)10. 2g を 蒸留水 873mlに 溶解 し
高圧滅菌 した 溶液 に グル タ ミ ン (日 水製薬)0･ 3g , ペ ニ シ リ ン
(明治製薬 , 東京)100, 00 U, ス ト レ プ ト マ イ シ ソ ( 明治製薬)
100m g と , 5 6 ℃ で 30分非動化 した 牛胎児血 清 (fetal bo vin e
s er u m, F B S) (Gibc o, Gr a nd Isla nd, New Yo rk, U ･ S･ A･)
1 00mI, 7 %メ イ ロ ン 溶液 (大塚製薬, 東京)27 血 を 加 え 全量
1 000ml と して 作成 した . 細胞 は 上 記培養液 で37 ℃, C 02 浪度
5%の 環境下 で培養 した . 抗癌 剤 に は 白金錯化合物 の C D DP
で ある シ ス プ ラチ ン (ブ リ ス トル マ イ ヤ ー ズ ス ク イ ブ , 東京)を
使用 した .
A b breviatio ns: C D D P, Cis-dia m minedichlor oplatinu m : E D T A, Ethylen edia minetetra a cetic acid
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Ⅱ . C D D P投与の抗腫瘍効果判定
1 . C D DP 作用 濃度 の 設定
コ ロ ニ
p 形 成 法 を 行 い L D,｡を 求 め た . U 251 M Gと
U373 MG の L D｡｡ほ そ れ ぞれ0.793FLg/mlと0.691p g/ml で あ っ
た . U 251 M G 七 U 373 M G を72時間培養 し, C D D Pを 0.5p g/
ml, 5〟g/ml, お よび 50捕/mlの 濃度 で 4時間作用 させ , 培養液
を取 り除き Dulbe cc o燐酸緩衝液(日本製薬)で 洗 っ た後 に 新た
な培養液 と交換 した .
2 . 培養細胞数の 変化
48穴 デ イ シ ュ に 細胞を 2 ×10
3
個培養 し , C D D Pを 4 時間作
用 さ せ た 直後 , 24時間後 , 48時間後 , 72時間後 , 96時間後お よ
び120時間後 の 生細胞 と死細胞を ト リ フ ァ ン ブ ル ー 染色 で 区別
し, 生細胞数を測定 した .
Ⅲ . 光顕的お よび電顕的観察
細胞 を 60m m デ イ シ ュ に 5 × 10憫 培養 し, 培養72時間後 に
C D P を 0, 0.5p g/ml, 5p g/ml お よび50pg/mlの 濃度 で 4時
間作用 させ た . そ の 直後 , 24時間乱 48時間後お よ び72時間後
の 培養細胞を そ れ ぞれ ラ バ ー を 用 い て デ イ シ ュ か ら剥離 し, 剥
離細胞 を含ん だ 培養液を1500 回転で 5分間遠心 した ∴ 培養液 を
除去 した後 , ペ レ ッ ト 状に な っ た 培養細胞を2･5% ダ ル ク
ー ル
ア ル デ ヒ ドを加 えて 2時間固定 した 後 , 1%四 酸化 オ ス ミ ウ ム
で さ らに 2時間固定 した . 型通り脱水 した 後 , 酸化 プ ロ ビ レ ソ
で 置換 し , エ ボ ン 81 2に 包喫 した . ガ ラ ス ナ イ フ で 1〟m の 蒋切
片を作成 し ト ル イ ジ ン ブ ル ー 染色を 施 した の ち光顧的に 観察 し
た . また , ウ ル ト ラ ト
ー ム ＼O V A(L K B, Br o m m a, Sw ede n)に
て 超薄切片を作成 し , 酢酸 ウ ラ ニ ー ム と鉛 の 2 重染色を施 し
て , 電 子顕微鏡 H-600型(日立 , 東京) で 観察 した ･
Ⅳ , D N A電気泳動
細胞を 100m m デ イ シ ュ に 2 ×10
5個培養 し, 培養72時間後に
C D D P を 0
,
.5FLg/ml, 5p g/ml お よ び 50p g/rnlの 濃度で 4時
間作用 させ た . そ の 直後 , 24時間後 , 48時間後 , 72時間後お よ
び96時間後 の 培養細胞を デ イ シ ュ か ら剥離 し, 剥離細胞を含ん
だ 培養液を1500回 転 5分間遠心 した . 培養液を 除去 した 後 , 麟
酸緩衝溶液で 洗浄 し , 1 ×10
6 個 の 細胞 に 10m M Tris･ Cl, 0･1
M ethyle n edia minet etr a a c etic a cid(E D T A), 20pg/ml R N Aa se
(Sigm a, St. Louis, U. S. A .), 0. 5% s odiu m dode cyl s ulfate
(S D S) の 組成 の 溶液を 0. 如1 を加 えて 37 ℃の 恒温槽 に お い た .
1 時間後 に プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K (ニ ッ ポ ン ジ ー ソ , 東 京) を
100pg/ml 加 え て , 5 0 ℃の 恒 温槽 に 一 晩 お い た . T Ebuffer
(10m M Tris. CI,1m M E D T A)で 飽和 した フ ェ ノ ー ル , ク ロ ロ
ホ ル ム , イ ソ ミ タ
ー ル ア ル コ ー ル を25:24: 1 の 割合で 調合 し
た もの を 0.4ノム 加え て , ゆ っ く りと撹拝 した . 濃拝後3000 回転
5分間遠心 し, 水屑 の み を取 り出 し, 等量の ク ロ ロ ホ ル ム を加
え , 再び ゆ っ く り据押 した . 据拝後3000 回転 5分間遠心 し, 同
様 に 氷層の み を取 り出 した , 取 り出 した 水屑 に 2倍量の - 20 ℃
の 100% エ タ ノ ー ル と0.25倍量の 10 M酢酸ア ソ モ ニ ウ ム を 加え
て 捜拝後 - 20℃ で 冷却 した . 一 晩冷却後 , 15000 回転2 0分 で 遠
心 し D N Aを回 収 した . 70% エ タ ノ ー ル で D N Aを 洗 い , T E
bufferlO恥1 を加えた .
D N A量を 吸光度計 UV-160 V( 島津製作所, 東京) に て 測定
し , D N Al恥g を 2 %ア ガ ロ ー ス ゲ ル (ニ ッ ポ ン ジ
ー ン ) に
70 Vの 定電圧で泳動 L た. 0.5〃g/ml の 濃度 で エ チ ジ ウ ム プ ロ
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days
Fig.1. T he effec ts of cisplatin o n U 373 M Gc ells ･ ■
CPntrOl, 囁 ･ Cisplatin O･ 5 p g/ml, ◎ ･ Ci
splatin 5 〃g/ml- O ,
cISPlatin 50pg/ml. U373 M G is c ultur ed for thr e edays
a nd tha nin c ubat ed with O.5 pg/ml, 5 FLg/ml, 50iLg/mlof
cispIatinfor4hr(arro w).
Fig .2. Light mic ro s c opic ap pe ar a n c eof c o ntr oI U 251 M Gc ells
･ Toluidin eblu e stain･ ×400･
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マ イ ド (ニ ッ ポ ン ジ ー ン) を 加 え た TA Ebuffer(0 . 0 4M
Tris-a C etate , 0.001 M ED T A) で ゲル を30分間染色 した . 紫 外
線照射券 T C-31 2 A(S P E C T R O LIN E, Ne w York, U. S･ A･) 上
で ゲル を ポ ラ ロ イ ド カ メ ラ を用い て 撮影した .
成 横
Ⅰ . CD D Pの 抗腫瘍効果
C D D Pの 投与量が 0.5p g/ml で は U 251 M G と U 373 MG の い
ずれ に お い ても C D D P作 用24時間 まで は細胞数 の 増加は認 め
られ なか っ た . しか し, 48時間以後 は対照群と同様な対数増殖
を 示 し た . 5〟g/mI と 5恥g/ml の 投 与 で は , 培 養 細 胞 は
C D D P作用 直後 よ り増殖 を停止 し, 72時間後か ら生細胞数 の 減
少を認め た ( 図1 ).
Ⅱ . 光顕 的お よび電顕的所見
1 . 光顕 的所見
C D D P を作 用 さ せ な か っ た 対 照群 で ほ , U 251 M G と
U 373 M Gの い ずれ も楕円形の 細胞 で 核ほ 真正 染色質が多く , 核
小体が 少数認め られ た (図 2). 細胞 密度 は高 く細胞間隙が は っ
Fig.3. Light micr o sc opic ap pea r anc e of U 251 M Gc ells at72 hr afterin c ubatio n with cisplatin 50pg/ml for4 hr･ Mo st ofthe
c ells ar ein e arly stages of apopto sis a nd sho w sharply delin e ated m a ss es of co nde n s ed chro m atin abutting o ntheir n u clear
e n v elopes(arr o w s). Toluidin eblu e sta･in, ×400･
Fig.4. Electr o n micr os c opic ap pe ar a n c e of c o ntr DI U 251 M Gc ells. ×4,500.
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き りと は 同定 し得な い もの が 多か っ た . C D D Pを 0･5p g/ml投
与 した もの は対照群 に 比 べ て い ずれ の 時期 に お い て も明 らか な
形態的変化 ほ み られ なか っ た . C D D Pを 5pg/ml お よび 50pg/
血 投与 した 群 で は4 8時間後 よ り細胞 の 大き さが 縮小 し, 円形
を呈 し ,
一 部の 細胞 の 核 で は 染色質が濃縮す る所見が認め られ
た , 72時間後に は さ らに 縮小 し小型の 円形を 呈 し, 染色質は核
辺縁 に 濃縮す る細胞を認め た (囲3 )･
2 . 電顕所見
i) 対照群
C D D P を作 用 さ せ な か っ た 対 照群 で は , U251MG と
し373 M Gの い ずれ の 細胞 とも細胞は楕円形 呈 し, 細胞質突起は
発達 して お り , 多く の 教練毛を有 して い た . 核は 不 整形 で 真正
染色質に 富み ,
一 部 に は散在性に 異質染色質を認め た ･ 細胞 内
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器 官 は豊富で あり , 多く の 粗面小胞体や ミ ト コ ン ドリ ア が 観察
された (図 4).
ii) C D D P投与群
C D D P を 0.5FL g/ml で投与 した培養細胞 で は , t:251 M G と
し373 M Gい ずれ も投与直後に 軽度 の 徴絨毛の 減少を認め たが ,
こ の 変化 は可 逆性 で あり , 24時間後 に ほ 投与前 の 状態 に 戻 っ
た . C DDP を 5pg/ml お よ び 50pg/ml 投 与 し た 群 で は ,
U 251 MG とU 373 M Gの 培養細胞 は C D D P を 4時間作用さ せた
直後 よ り, そ の 大きさ は軽度縮小 し, 徴絨毛の 減少 と粗面小胞
体の 腫脹を認めた . 一 部の 細胞 に お い て は , 腫脹 した 小胞体 か
らリ ボ ゾ ー ム が脱落するもの もみ られ た (図5). 24時間後に は
培養細胞 の 小胞体 の 腫脹 は著明と な り, 核膜間隙の 関大す るも
の も認め られ た (図6). ま た , 粗面小胸体の 層状構造も認め ら
Fig.5. Electro n micr os c opic ap pe ar a n c e of U 251 M Gc eus afterin c ubation with cisplatin 50pg/ml fo r4 hr･ T he ribo s o m eis
deta ched fr o mthe e nlarged ro ugh e ndoplas mic retic ulu m▲ ×30,000･
Fig.6. Ele ctr on mic ro s c opic ap pe ar a n c e of U 251 M Gc ells at 24 hr afterin c ubatio n with cisplatin 50iLg/ml for4 hr･ T he r o ugh
e ndoplas mic retic ulu m a nd inter m e mbr a n e spa c e s of n u cle ar m e mbr a n e(arro whe ads)ar eenlarged･ ×30,000･
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れ た . 48時間後 に ほ l 大部分の 培養細胞 の 徴絨毛は消失 し, 凝
集 した 円形 な い しほ楕円形 の 細胞と な っ た (図 7 ). 細 胞内に は
脂肪沈着や空腔も認 め られ た . 72時間後 に は , 細胞と そ の 核 は
小型円形と な り, 核 小体 は消失 し , 濃縮 した染色質ほ核膜周辺
に 三 日月状な い しは半月状 に 集合 し (図 8, 9), 典型的な ア ポ
ト ー シ ス を 望 L た細胞 が出現 した . ア ポ ト ー シ ス の 像を 呈 した
培養細胞の 細胞質内は小型の 小胸体 とリ ボ ゾ ー ム で 満た され ,
少数の 腰脹 した ミ ト コ ン ド リ ア や 脂肪沈着お よび 空胞形成もみ
られ た . また , 細胞膜や 核膜 に小胞体に よ る と思わ れ る層状構
造が認 め られ た (図10). 一 部 の 細胞で は , 核 お よ び細胞自身が
大小の 隆起 を形成 L , 細胞と核 の 断片化を お こす所見(図11)や
断片化の 結果 と して の ア ポ ト ー シ ス 小休も認めた ( 図12). 以上
の 過程 で 細胞膜構造ほ ア ポ ト ー シ ス 小体に 至 る ま で 十分保た れ
て い た . ア ポ ト ー シ ス の 発生は C D D P を 5p g/ml で投 与した も
の よ り 50〟g/ml で 投与 した も の の 方が 多い 傾向を 示 した .
出) 電気泳動
U 251 M G とU 373 M Gの い ずれ も , C D D Pの 投 与が 0, 5p g/
ml で は D N Aの 断 片化 ほ み られ な か っ た . 5FLg/ml お よ び
50FLg/ml で投 与 した 場合は , D N A は72時間後 よ り断片化を認
め , 96時間後 に は 断片化 ほ さ ら に 著 明とな っ た (図13).
考 察
細胞死 の 形態 ほ 二型 に 分煩 さ れ る . 一 つ は壊死24)と 呼ばれ る
古典的細胞死 で , 受動 的 , 偶発 的に 生 じるも の で あり , もう -
Fig .7. Ele ctro n microscopic ap pe ar a n c e of U 251 M Gc ells at 48 hr afterin c ubatio n with cisplatin 50pg/mlfor4 hr･ T he c ell is
plu mp a ndthe number of micr o villi hasde cr e as ed･ ×4,500▼
Fig. 8. Ele ctron microscopic ap pe a ra n c e of U 251 M Gc ells at72 hr afterin c ubatio n with cisplatin 50 pg/mlfor4 hr. C hr o m atin
is c o mpa cted a nd s egregated into sha rply delin e ated m a ss estha.tlie again st the n u cle a r e n v elope a nd cytopla s m c onde n s es･
･×4,500.
C D D P で誘発 される悪性神経膠魔の ア ポ ト ー シ ス
っ が ア ポ ト ー シ ス で ある
1)25-
.
ア ポ ト ー シ ス ほ 壊死と 異な り , 生
理的 に 予め プ ロ グ ラ ム さ れ , 必 然的 に 起 こ る死 で あ る ･ つ ま
り, ア ポ ト ー シ ス は細胞 が老化 した り , 不 要と な っ た り , 傷 つ
い た りす る と , 内在す る自壊機構が働 い て 細胞 死 が生 じ∴積極
的に 生体 がそ う した細胞を除去 しよ う とす る時に 見 られ る能動
的紳胞死である
1125-26-
. した が っ て病的状態の み な らず生理的状
態でも生ず る . ア ポ ト
ー シ ス の 出現す る部位 と して は , オ タ マ
ジ ャ ク シ か ら カ エ ル に 発生す る際の 尾部の 消失に み られ る よう
な形態変化の 著 しい 胚発生過程
2 洲5-27 ほ8-
や 成熟個体が細胞数 を 一
定に 保 つ た め の 不 断の 細胞増殖 と均衡 して 生 じる細胞死(リ ン




, 子宮内膜, 前立 腺 , 小
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勝粘膜上皮丁) な ど), ホ ル モ ン に よ る器 官の 萎縮(副腎皮質刺激
ホ ル モ ン 離脱後の 副腎皮質9-, グル コ コ ル チ コ イ ド投与後 の 胸
腺8)な ど)な どの 生理的な細胞死が起 こ る部位 で ある . 生理 的な
も の 以外で ア ポ ト ー シ ス を誘導する外的な刺激と して は低線量
Ⅹ線 , 紫外線 お よ び電離放射線の 照射 , 制癌剤の 投与 お よび 穏
和な温熱療法等 がある
8)26-30-
ま た , 全て の 悪性腫瘍に お い て も壊死以外 に , 自然発生す る
ア ポ ト ー シ ス の 像 が観察され る31-32l. っ ま り , 腫瘍細胞 は生理的
な細胞死 であ るア ポ ト ー シ ス を 発生する磯序を全く失 っ て い る
わ け で は なく , あらか じめ遺伝的に運命づけられ た細胞死機構
を保持 して い る . 一 方 , 腫瘍 の 増殖は細胞分裂 に よ り増え る過
Fig.9. Ele ct ro n micr os c opic ap pe ar a n c e of e arly apoptotic cha nge s of し251M Gc ells･ T he n u cle ar o utlin ei
s mildly c o n v oluted･
T her e ar e m any v ac u olesin the cytopla s m･ × 4,500･
FLg/ml for 4 hr. T heFig･1 0･ Ele ctr o n rnicr os c opic ap pe ara n c e of t:251 M Gc ells at 72 hr after inc ubatio n with cisplatin 50
m e mbr a n e w a sin ala min ar str u ctu re, ×100, 00.
掴l
Fig .11. Ele ctr o n rnicr os c opic ap pe a ra n c e of apoptotic change sin U 251 M Gc ells･ Note the dis cr et n u cle arfragm e nts with
Char acteristic s egr egatio n of c o mpacted chr o m atin, the cr o wding of o rga n elle s, a nd the m arked c o n v olutio n s of the c ellular
s urfa c e. × 4,500.
Fig ,12. Ele ctr o n micro s c opic ap pe ara n c e of apoptotic bodie s
in U 373M G c ells. Apoptotic bodie s c o ntain r o ugh
e ndopla s mic retic ulu m a nd ribo sorn e and uclear fragm e n-
ts. ×10,000.
程 と細胞死に よ る腫瘍細胞の 消滅 の 過程(細胞喪失)の バ ラ ン
ス に よ っ て 決 ま る33). 腫疹の 増殖速度に は 負の 国子 とも て 自己
調節機構 に よ る腫瘍細胞の 喪失(ア ポ ト ー シ ス) が 大きく寄与
して い る31). 今 回, 初 め て 頭蓋内悪性腫瘍 で ある悪性神経膠腫
でも培養細胞 に お い て ア ポ ト ー シ ス を 誘導 し得 る こ と を確認 し
た . こ の こ と は 仁 極め て予後不良 で あ る悪性神経膠腰細胞 に お
い て も生理 的な細胞死 の プ ロ グ ラ ム が 保持さ れ て い る こ と を示
すもの で あ り, 今後の 腫瘍治療に お い て 重要な意味を持 つ と考
え られた .
細胞が外的刺激 に よ り障害され た 場合 に起 こ る 形態学的変化
と して , 1) 粗面小胞体の 腫脹 と リ ボ ゾ ー ム の 遊離, 2) ミ ュ
リ ソ 像の 形成 , 3) 核 ク P マ チ ソ の 凝集 , 4) 細胞質内空胞形
成 , 5) 脂肪沈着, 6) ミ ト コ ン ドリ ア の 腫脹 と小粒 子形成 ,
7) ラ イ ソ ゾ ー ム に よ る 自己 貧食 , 8) 細胞の 全体的な腫脹が
ある34)
～ 36)
. 本実験 に お い て は , シ ス プ ラ チ ン 作用 4時間後 よ り
粗面小胸体の 腫脹 と リボ ゾ ー ム の 遊離を 認め ∴ 粗面小胞体が層
状構造を 呈 した 細胞を認 めた . 核膜外層と小胸体 の 膜 ほ連続 し
て い るた め
37 価
, 核膜 の 層 間の 腫脹 は粗面小胞体 の 腫脹 と同 じ
変化 と考 えられ る . ま た , C D D P投与後48時間後 よ り細胞内空
胞が出現 して い た が , こ れ は粗面小胞体の 腫脹が大きく な っ た
もの と考 え られ た .
壊死 の 形態学的特徴 と して は , 先ず 可逆的な変化 と して 核の
ク ロ マ チ ン の 核膜周囲 へ の 辺 縁不整 な凝集 , 小胸体 の 腫脹 , 軽
度の リ ボ ゾ ー ム の 消失を 認 め る . 次 に , 不 可 逆 的変化 と して
1) ミ ト コ ン ドリア な どの 細 胞器官の 著 しい 膨化 , 2) ミ ト コ
ン ドリ ア マ ト リ ッ ク ス 内の 綿状の 電子密度 の 高い 部分の 出現 ,
3) 細胞内器官膜お よび 細胞膜の 破壊と細胞 の 崩壊 , 4) リ ボ
ゾ ー ム お よび ラ イ ソ ゾ ー ム の 融解 , 5) 核膜の 破壊と ク ロ マ チ
ン の 消失 で ある24)33)39 卜 44). こ れ に 対 して ア ポ ト ー シ ス の 形態学的
特敬 は , 初期像 と しては , 1) 細胞質の 凝集 , 2) 核小体の 消
失, 3) ク ロ マ チ ン の 核膜周囲 へ の 辺縁滑 らか な 濃縮 , 4) 細
胞お よ び核 の 大小の 隆起形成 がある
l)2 5)26-45)
. そ の 後 ▲ 癌状隆起の




ア ポ ト ー シ ス の 特徴 と し て , 細胞膜 は こ の 時期 ま で保
た れ た ま ま で あ る . 後期 像と して , 培養 で は球状小体 の 膜が 破
壊 され 二 次的壊死 とな り , 生体で ほ 隣接す る細胞 に よ る球状小
体 の 貧食 , 消化像が観察 され る
1)25}26)45)
. 本実験 で は C D D P作用
後72時間後に観察 され た 像は 上 記 の ア ポ ト ー シ ス の 像 と
一 致す
る . ア ポ ト ー シ ス の 経過時間 は極 めて 短く , ア ポ ト ー シ ス の 初
期像 か ら ア ポ ト ー シ ス 小 体 形成 ま で わ ず か に 数 分間 で あ
る
48卜 岬
. 培養下で は ア ポ ト ー シ ス 小体 が 二 次 的な壊死 に 陥 る ま
で に 要す る時間は 1 ～ 2時間と報告 され て い る
48)
. ま た生 体内
では 貧食 され た ア ポ ト ー シ ス 小体 が処理 され るた め に 要する時
C D D P で誘発 される悪性神経膠魔の ア ポ ト ー シ ス
1 2 3 4 5 6 7
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F ig.1 3, Agaro se gelele ctr ophor e si of D N Ae xtr a ctedfr o m c ultur ed U 373 M Gc eus･ La n el: D N A fr
agm e nt size rn arked(ba s e
pairs), M arker4･ La n e2: D N Ae xtr a cted fr o m c o ntr oIc ells･ La n e3‥ D N Ae x
tr a cted fr o m c e11sju st afterin c ubatio n with
cisplatin 50pg/ml for4 hr･ La n e4‥ D N Ae xtra cted fro m c ells at 24 hr afterinc ubatio n with cisplatin 50pg/ml for 4 hr･
La n e5: D N Ae xtr acted fro m c e11s at 48 hr afterin c ubatio n with cisplatin 50pg/ml for4 hr･ La n e6: D N Ae xtra cted fr o m
c ells at72 hr afterin c ubatio n with cisplatin 50p g/ml for4 hr
with cisplatin 50pg/ml for4hr･
Lane 7: D N Ae xtr a cted fro m c ells at96 hr afterin c ubatio n
間も 2 ～ 3時間 と短い た め
4g}
,
一 連の ア ポ ト ー シ ス の 像 を 締 ら
え る こ と ほ実際上 ほ 難 しい と され る . 本研 究で 一 連 の ア ポ ト ー
シ ス の 像を観察 し得た 理 由と しては , 個 々 の 細胞 に おい て ア ポ
ト ー シ ス が 異な る時間 に 起きて い た こ と , お よび 単相培養細胞
に お い て は ア ポ ト ー シ ス 小体は 基質 よ り離れ て , 培養液中に 浮
か び上 が っ て く るの で培養液中の 細胞も含 め て 観察 で きた こ と
な どが挙げ られ る .
ア ポ ト ー シ ス の 初期像と して 粗面小胞体の 腫脹や細胞内空胞
の 出現が報告 され て い る
50)
. ま た W alker らは ア ポ シ
ー ト ス の
初期像と して 粗面小胞体の 同心 円的配列形成が生 じ ∴粗面小胞
体の 分離 した 部位の 間で 紳胸 の 断片化が起 こ る と 報告 して い
る
∃1)
. 本実験に おい て も初期 に 粗面小胞体の 腫脹や 細胞内空腔
や求心性 の 層状構造を 呈 した粗面小胞体が観察 され た こ と は ア
ポ ト ー シ ス の 初期変化と考え られ る . しか し , ア ポ ト ー シ ス は
個 々 の 細胞に お い て 出現する た め , 細胞障害に よ る変化 とそ れ
に 引き続い て 起 こ っ た ア ポ ト ー シ ス と の 境界は 不 明 で あり , ど
こ ま で が 可 逆的変化 で あるか に つ い て 判 断す る こ と は 困難 で あ
る .
細胞 が ア ポ ト ー シ ス を起 こ して い る場合, 細胞膜構造は ア ポ
ト ー シ ス 小体を 形成す るま で 保た れ て い ると され る . 本実験に
お い て も細胞膜構造 は保た れ て い た が , 細胞が断片化を生 じる
際 ∴細胞膜下に 何層か の 層状構造が認め られ た . 細胞 内の 全 て
膜 の 合成に は 小胞体 が大きく関与 して い るの で , 細胞険下に 何
層か の 層状構造が認 め られ た こ と ほ , 断片化を 生 じる際 の 膜合
成 に 粗面小胞体お よ び細胞内空砲形成が深く関与 して い る こと
を示 すも の と考え られ た .
壊死 の 発生機序 に 関 して は , 始め に , ミ ト コ ン ドリ ア が障害
され る こ と に よ り A T P産生能の 低下が生 じ, そ れ に よ り細胞
膜 で の カ リ ウ ム イ オ ン の 流失と ナ トリ ウ ム イ オ ン の 流入 が 起 こ
り ∴膜透過性が冗進 し, 最終的に 細胞は腫脹 し細胞膜 お よび 細
胞内器官の 膜破壊 が起 こ る と い わ れ て い る
52)
. こ れ に 対 して ,
ア ポ ト ー シ ス に お い て は , Ca
2
お よ び Mg
2 +依存性 エ ン ド ヌ ク レ
ア ー ゼ が 活性化され , D N Aに 18 0-200bp の 整数倍 の オ リ ゴ ヌ
ク レ オ ソ ー ム 単位 の 断片化が生ず ると され て い る
5 3卜 5も}
. 細胞 は
刺激後 2 ～ 3時間か ら 2 ～ 3 日 して D N A断片化を生 じ, しか
も D N A断片化は シ ク ロ へ キ シ ミ ドや ア ク チ ノ マ イ シ ソ D で 阻
J上され る . 以上 二 つ の こ とか ら, D N A断片化に は 新た な 蛋白
質や R N Aの 合成 が必 要で ある と考え られ て い る
5 5)57)
, 但 し, 新
た に 合成 され る蛋白質が どの よう な もの か に つ い て は明 らか に
され て い ない . また , D N A断片化 に 新た な蛋白合成 を 必 要 と
しな い 場合や 蛋白質合成阻害剤自身が ア ポ ト ー シ ス を誘導する
場合な どの 特殊 な 場合が存在す る
58卜 60}
. 本 実験 に お い て も ,
C D D Pに よ り D N Aの 断 片化 が 認 め ら れ た . す な わ ち ,
C D D Pの 刺激 に よ り細胞内に お い て な ん らか の シ グ ナ ル を介 し
て エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ が 活性化 され た の で は な い か と考え られ
る . 本実験に お い て C D D P を 4時間作用 させ た 後 は 正常の 培
養条件 に 戻 して い るに もか か わ らず , 72時間後 よ りア ポ ト
ー シ
ス が誘 導され て い るた め , ア ポ ト ー シ ス を 起 こすよ うな刺激が
一 度加 わ ると , そ の 刺激 が 持続的 に 加 わ っ て い な く て もア ポ
ト ー ･シ ス は誘導 され得 る こ と を示 して い る と考え られ る ･ つ ま
り , C D D P刺激後72時間で 細胞内 で 何らか の 経路が 働き▲ 最終
的 に エ ン ド ヌ ク レ ア - ゼ が 活性化され , D N Aの 断月
● 化が 起 こ
り ア ポ ト ー シ ス を生 じる と考え られ る . 今後, 作用 後72時間の
間に 細胞内で起 こ っ て い る こ とを 多方面か ら検察す る こ とが ア
ポ ト ー シ ス の 機序解 明に つ なが る もの と考え られ る ･
C D D P は中心 の 白金 の 原子 に , 2 つ の 塩素 と 2つ の ア ン モ ニ
ア が シ ス 位 に 配置 した水 溶性 の 化合物である . CDD Pは 生体内
で は塩素が活性化 され て 2 つ の 反応基を作る ･ 2 つ の 反応基 は
D N A一本鎖上 の 隣接する グ ア ニ ン 残基同 志 , も しく は 隣接す
る グア ニ ン 残基と ア デ ニ ン 残基と の 間で 鎖内架橋を形成す る･
そ の た め細胞に D N A合成障害が生 じる
6)～ 8)
. C D D Pの 細胞毒性
は こ の D N A合成障害 に よ る と され て い た , しか し, 1988年に
Sor e n s o nらは白血病 の 細胞株 で D NA の 合成障害が シ ス プ ラ
チ ン に よ る細胞毒性の 決定的な因子 とな るの で は なく , 細胞が
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G2 期 に 停ILする こ と が C D D Pに よ る細胞毒性 に 関係 して い る
の で ある と報告 した
6一)
. さら に , 190年 に は Sorens o nら は白血
病 の 細胞株で C D D Pに よ る細胞死 の 初期変化と して D N Aの 断
片化が起 こ り , か つ 形態学的に も C D DP に よ り誘導 され る 細
胞死 が ア ポ ト ー シ ス で あると報告 した
12)
･ そ して , 現在 ま で に
抗癌剤 で ア ポ ト ー シ ス を誘導す るも の と して は , こ の 他 に メ ソ
ト レ キ セ ー ト , エ ト ポ シ ド, 5イ山or o u ra cil(5-F U)等が報告され
て い る
12I
. 今 回の 実験に お い て , 悪性神経膠腫培養細胞 に お い
て も C D D Pに よ りア ポ ト ー シ ス を誘導 し得た こ と は , 悪性 神
経膠腫培養細胞 に お い て も生理 的な 細胞死 で ある ア ポ ト シ ス
の プ ロ グ ラ ム が 残存 して い る こ とを 示すも の と考えら れ る ･ 今
後 , こ の 細胞自身の 持 つ ア ポ ト
ー シ ス の プ ロ ダ ラ グを うまく利
用する こ とに よ り治療抵抗性 で ある悪性神経膠腫 に 対 して 新 し
い 有効な治療法を開発できる可 能性 があると考え られ る･
藩 論
ヒ ト神経膠腫培養細胞に お い て C D D P を使用 し, 光顕的｣
顕的検索な らび に D NA 電気泳動を行い , 細胞死形態 と D NA
の 損傷を 観察する と とも に , ア ポ ト
ー シ ス の 誘発に つ い て 考察
し , 以下 の 結論を 得た .
1 . C D D Pを 0.5〟g/血 で投与 した 培養細胞 で は , 直後 に 軽
度 の 徴絨毛 の 減少を認め た が , こ の 変化は可 逆性 で あり , 24時
間後に は 投与前 の 状態に 戻 っ た . また , C D D Pを 0･5p g/ml で
投 与 した 培養細胞 で は D N A損傷ほ認められ な か っ た ･
2 . CD DP を 5〟g/m いおよ び 50pg/ml で投与 した細胞は 4時
間作用直後よ り, 微 小絨毛の 減少 , 粗 面小胞体 の 腫脹 と リ ボ
ゾ ー ム の 遊離を 認め た . 24時間後 に ほ核 に お い て は核膜間隙の
関大が認め られ , 4 8時間後 に は , 縮 小 した 円形な い し楕円形を
呈 した細胞が出現 した .
3 . C D D P を5p g/ml お よび 50pg/ml で 投与 した 細胞 で は
7 2時間後に は細胞も核も円形を呈 し , 染色質 は核膜周辺に 三 日
月状ない しは半月状 に 濃縮 し , 細胞質内は小型や膨化 した小胞
体と リ ボ ゾ ー ム で満 た され た もの が観察 され た ■
一 部の 細胞 で
は , 核お よび 細胞自体 の 大小の 隆起形成も認め られ た ･ ま た ,
ア ポ ト ー シ ス 小棒も認め られ た . D NA の 電気泳動 で ほ7 2時間
後 よ りア ポ ト ー シ ス に
一 致 して DN Aの 断片化が認め られ た ･
4 - C D D P を投与 した細胞で は72時間後 より細胞死 を生 じ,
そ の 細胞死形態 は ア ポ ト ー シ ス で あ っ た . こ の こ とは 悪性神経
膠腫に お て 生理 的な細胞死 の プ ロ グ ラ ム が保持 され て い る こ と
を 示唆する .
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Key w ords apoptosis, gliom a c ell line･ CISPlatin･ D N A &agm entation
H um a n m align an tglio m as are a m ong the m ost mal ign an t t u m O rS a nd ar e reSistan t tO all vailable theraple S■ C
isplatinhas
been sho w n tobe an effective a ntin e oplastic age ntin the tre at m en t ofa v ariety oftu m ors andhasrec e ndystar tedtobe u s
ed
for tre a血 entofgliom a･ Cellde athc an OC Cur Via either oftw om orphologicaly andbio chemic allydistinct m odes:
neCrOSis
or apoptosi ･ Apoptosi isphysio10gicalce11 deaths oit isimport an t tOinve s hgat
e the apoptosi in glio m aatth is poln t･
Glio m a c ell lines, U 251 MG and U373MG, W e r e C ult redforthr eedays and theninc ubated with 0･5FLghnl, 5FLghnl, 5 0FL
ghl ofcisplatinfbr 4 hr･ T be m orphologicalchangeS and D N Adegradadonpatte rn S W ereinve stigated atO･ 24, 4 8, 7 2 h
r
a触rin cubatio n withcisplatin･ There w ere n o changeS afterinc ubation with 0･5FLghnl ofcisplatin･ Ultrastru Cturala
nalysis
ofthe glio m a cell lin esjust afterinc ubation with 5and 50FLghnl ofcisplatin show ed decre ase of micro villi, d
ilatatio n of
r ough endoplasmic reticulu m and with dra walofribosom e&o m r ough endoplas m
ic retic ulu m･U ltrastru Ctural analysis of the
glio m a ce111ines72hr afterin cubatio nwith5and50pghnlofcisplatin re v e aled m orphologic alteratio ns of th
e glio m a ce11
1ines血at w ere typicalof the v ariou s steps ofapoptotic death･ At72 hr after
incubado n with 5and 50FLghn1 0fcisplatin
c o mpaction of the n uclear chr o m atininto sharPly circu m scribed, unifbr mly dense
massesthatabutted o nthe n ucle ar e nVe-
1qpe and c onden sation ofthe cytoplasm w ere r ec og mied･ Nu clearfragm enta
ion andm atkedc o nvolution of the cellular Sur-
fhce w ere als odetected. D NA degradatio n w as n oteda 48hr afterin cubation with5 and 50FLghnlofcisplatin･ Itis c on
-
cludedthatthe m orphologicalftatures and the D N A degradatio npatte m caus ed by cISplatinin theglio m a c elllin es are co
n-
sistent wi thapoptosis･ Thisis the firstobse rv atio n ofapoptosisin hu m angliom a cells, S uggeStl
ng n eWpOSSible appro aches
to thetreabn e ntOfmal ign an tglio m as.
